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O desenho de oligonucleotídeos iniciadores (primers) é uma etapa 
fundamental para o sucesso de métodos baseados na reação em cadeia 
da DNA polimerase (PCR).
A demanda por métodos mais sensíveis, específicos e rápidos, para 
avaliar a qualidade e a segurança de produtos alimentícios, promove o 
desenvolvimento de métodos moleculares, em especial os baseados em 
PCR. O uso de programas de Bioinformática com “livre acesso” permite 
uma seleção mais criteriosa dos primers para a detecção de sequências 
específicas de DNA.
A partir da experiência adquirida no Laboratório de Diagnóstico Molecular 
e Micologia da Embrapa Agroindústria de Alimentos, foi organizado o 
presente Documento cuja principal utilidade é para os usuários do próprio 
laboratório, mas que, certamente, servirá de orientação para outros 
laboratórios que se ocupem da detecção de sequências especificas de 
DNA de diferentes organismos.
Se assim for, nossos esforços voltados para a disponibilização da 
informação e transferência de conhecimento terão, mais uma vez, valido 
à pena.
Regina Celi Araujo Lago
Chefe Geral 
Embrapa Agroindústria de Alimentos
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Introdução
O Laboratório de Diagnóstico Molecular e Micologia da Embrapa 
Agroindústria de Alimentos vem usando programas de “livre 
acesso” para buscar sequências de DNA de diferentes espécies 
e, posteriormente, tratar tais sequências para a definição de 
oligonucleotídeos iniciadores (primers).
A especificidade de um oligonucleotídeo iniciador é fundamental 
para o sucesso da Reação em Cadeia da DNA Polimerase (PCR) e, 
consequentemente, de metodologias baseadas nesta reação.  
Sendo assim, a bioinformática é imprescindível para a manipulação 
de dados biológicos e pode ser definida como uma ferramenta 
que abrange todos os aspectos de aquisição, processamento, 
armazenamento, distribuição, análise, e interpretação da informação 
biológica. Através da combinação de procedimentos e técnicas de 
matemática, estatística e ciência da computação são elaboradas várias 
ferramentas que nos auxiliam a compreender o significado biológico 
dos dados genômicos.  Além disso, através da criação de banco de 
dados com as informações já processadas, acelera-se a investigação em 
áreas como medicina, biotecnologia, agronomia etc. (QU et al., 2009).         
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Desenvolvimento
Devido ao grande número de dados genômicos gerados em laboratórios 
de todo o mundo, foi necessário organizá-los de maneira acessível de 
modo a evitar redundância na pesquisa científica e possibilitar a análise 
por um maior número de cientistas.  A construção de bancos de dados 
para armazenamento de informações de sequências de DNA e genomas 
inteiros, proteínas e suas estruturas tridimensionais, bem como de 
vários outros produtos da era genômica é extremamente importante e, 
ao mesmo tempo, um grande desafio.
A seguir, são apresentados os principais bancos de dados e programas 
de livre acesso na internet que permitem uma busca específica de 
sequencias de DNA.
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
O National Center for Biotechnology Information (NCBI) dos EUA é um 
banco de dados central sobre informações genômicas, onde se realiza 
a busca por sequências de interesse.  Vários outros bancos de dados 
similares estão distribuídos por países da Europa e no Japão, que 
trocam dados a cada 24 horas com o NCBI.  O GenBank é o principal 
banco de dados do NCBI e armazena todas as sequências disponíveis 
publicamente de DNA, RNA e proteínas.
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O processo de busca é realizado de acordo com a sequência abaixo.
Passo 1: Acessar o site NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e selecionar o 
banco de dados.
Passo 2: Inserir o nome em latim do organismo que se pretende estudar 
e clicar em SEARCH.
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Passo 3: O banco apresentará uma série de opções para a escolha do 
organismo a ser estudado. 
Passo 4: Escolha uma opção entre as apresentadas.
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Passo 5: Clicar em FASTA, pois a sequência neste formato será usada 
para as etapas seguintes.
BLAST (http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
O Basic Local Alignment Search Tool é a ferramenta mais popular 
de comparação de sequências de DNA com os bancos de dados 
genômicos.  Através deste algoritmo, pode-se comparar uma sequência 
de DNA ou proteína qualquer com todas as sequências genômicas de 
domínio público.
É importante salientar que o programa não realiza uma comparação 
da extensão total das moléculas avaliadas ou consideradas, mas 
apenas identifica, no banco de dados, a presença de uma sequência 
suficientemente parecida com a pesquisada, descartando rapidamente 
os resultados não produtivos, além da extensão à vizinhança da região 
de homologia, até que isso não seja mais possível (SANTOS; ORTEGA, 
2003).      
 
Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
É um programa de alinhamento múltiplo de sequências de DNA, RNA e 
proteínas, onde estes se organizam para comparação e determinação de 
seu grau de similaridade de forma mais detalhada, sequências muitas 
vezes divergentes em significância biológica.
O programa calcula os melhores pareamentos para cada sequência e 
mostra com clareza, nos alinhamentos, as similaridades e diferenças, 
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como evidenciado no procedimento apresentado em seguida. As 
relações evolutivas podem ser vistas por cladogramas e filogramas 
gerados pelo próprio programa.
Acessar o site http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ para 
submissão da sequência que se deseja estudar.
O resultado se dá da seguinte forma:
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Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/)
É um programa utilizado para mascarar regiões com sequências de 
bases nitrogenadas muito repetidas e regiões de baixa complexidade. 
Gene Fisher (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/
submission.html)
Sendo a sequência de nucleotídeos conhecida e estabelecida, o 
programa é capaz de desenhar e disponibilizar oito opções de primers 
para amplificar fragmentos ou um gene inteiro pela técnica de PCR.  O 
programa oferece opções para definir as características dos primers, 
incluindo o tamanho do produto, tamanho e Tms dos próprios primers, 
conteúdo de citosina e guanina e a escolha dos primers internos.
Primeiro passo se dá por meio da inserção da sequência para a qual se 
deseja o desenho dos primers.
Após a submissão da sequência de interesse, o programa apresentará 
as opções de primers possíveis de serem escolhidos.
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Resultado: sequências dos primers (sensi e anti-sensi) 
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Bioinfx.net (http://www.bioinfx.net/)
É um programa de ferramentas de bioinformática livre online, que 
permite a simulação de uma Reação em Cadeia da Polimerase do DNA 
em sílica. 
O processo para a obtenção do resultado ocorre basicamente de uma 
única maneira, a inserção da sequência de DNA e dos primers. 
Posteriormente, o resultado se dará da seguinte forma: 
É um programa que se faz bastante necessário por permitir uma pré-
avaliação dos primers desenhados ou definidos.
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Considerações Finais
Diante do exposto, fica claro que tais ferramentas são realmente 
essenciais para se atingir o sucesso no desenho de iniciadores 
específicos, que serão usados na reação em cadeia da DNA polimerase 
(PCR) convencional e em tempo real.
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